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1 

PEPTIDES DE L'ANTIGENE Sm-D ET LEUR 
UTILISATION NOTAMMENT POUR LE DIAGNOSTIC DU LUPUS 
ERYTHEMATEUX DISSEMINE . 

La presents invention a pour objet des 
peptides susceptibles d'etre reconnus par les anticorps 
presents dans des fluides biologiques, notanunent des 
serums de patients ou d'animaux atteints de Lupus 
Erythemateux diss^mine (LED) . 

L' invention concerne egalement les 
applications de ces peptides et des compositions les 
contenant pour le diagnostic in vxtCQ chez I'homme du 
LED, ainsi que leur utilisation a la constitution de 
trousses ou "kits" de diagnostic. 

L' invention concerne en outre les 
applications de ces peptides ^ la production de 
compositions immunogdnes et de compositions vaccinantes 
centre cette maladie. 

L' invention concerne enfin les anticorps 
susceptibles d'etre induits in vivo par ces peptides 
immunogenes ou rendus immunogenes et 1 'application de 
ces anticorps et des compositions les contenant pour le 
diagnostic -in vitro chez I'homme atteint de LED, ainsi, 
qu'a la production de medicaments centre cette maladie . 

La presence d' autoanticorps diriges centre 
les composants cellulaires est la caracteristique 
generale des maladies autoimmunes telles que le Lupus 
Erythemateus dissemine (LED), la Sclerodermie (Scl) , la 
Polymyosite et la maladie du tissu connectif (MTCD) 
(Morrow et Isenberg, 1987; Tan et al., 1988). Parmi les 
nombreux types d' autoanticorps identifies dans ces 
maladies, ceux r^agissant avec I'antigene Sm 
representent un marqueur tr6s utile car ils sont 
presents chez 20 a 30 % des sujets atteints de LED et 
tr^s rarement chez les sujets atteints d'autres maladies 
autoimmunes systemiques des tissus connectif s. 
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L'antigdne Sm est associ^ a une classe 
particuliere de ribonucleoprot6ines denommees RNP; ces 
ribonucleoproteines contiennent cinq especes d'ARN 
riches en uridine denommes Ul/ U2, U4r U5 et U6 (Lerner 

5 et Steitz, 1979; Brunei et al., 1985), dans chacune 

desquelles ont §te identifi6es sept proteines. Ces 
prot6ines ont §t4 d§noinm6es, en fonction de leur 
mobilite electrophoretique sur gels de polyacrylamide, 
bande B' (29 Kd) , bande B (28 Kd) , bande D (16 Kd) , 

10 bande D' (15,5 Kd), bande E (12 Kd) , bande F (11 Kd) et 

bande G (9 Kd) . En plus de ces proteines qui constituent 
le noyau commun, la particule Ul-RNA contient trois 
polypeptides uniques respect ivement de 70 Kd, 34 Kd (A) 
et 22 Kd (C) . L'esp^ce U2-RNP contient deux polypeptides 

15 uniques denommes A' (33 Kd) et B'* (28,5 Kd) . Les 

anticorps anti-RNP ou anti UI-RNP precipitent uniquement 
les composants de la particule Ul, alors que les 
anticorps anti-Sm r^agissent avec les particules Ul, U2, 
U4, U5 et U6. 

20 En outre, des etudes en immunoblot ont 

montre que les anticorps anti-Ul-RNP reagissent avec les 
polypeptides A, C et 70 Kd, alors que les anticorps 
anti-Sm reagissent avec les polypeptides B', B et D; les 
bandes E, F et G sont egalement parfois reconnues par 
25 les anticorps anti-Sm (Pettersson et al., 1984; Reichlin 

et Harley; 1987; Hoch, 1989; Combe et al. 1989). 

Le sequengage de plusieurs polypeptides des 
ribonucleoproteines a ete obtenu par des techniques 
d'ADN recombinant (Theissen et al., 1985; Habets et al., 
30 1987; Stanford et al . , 1987; Sillekens et al. 1987, 

1989; Yamamoto et al., 1988; Rokeach et al. 1989). La 
demande de brevet europ6en N** 295 719 decrit le clonage 
d'un ADN codant pour I'antig^ne Sm-D (Rokeach et al., 
1988) ; ce gene code pour un polypeptide de 119 
35 aminoacides contenant plusieurs regions basiques, et les 

auteurs pensent qu'un motif Glycine-Arginine repute neuf 
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fois et localise a I'extremite C-terminale const ituerait 
le determinant antigeniqtie de I'antigene Sm-D . Cette 
sequence deduite de l^ADN isole presente peu de 
similarity avec les autres polypeptides sequences 

5 precedemment . 

La demande de brevet N° 295 719 deer it en 
outre une methode de detection du LED en utilisant 
I'antig^ne Sm-D clone. 

Les travaux effectues par la demanderesse 

10 sur la sequence du polypeptide Sm-D de 119 aminoacides, 

lui ont permis de constater que certaines sequences 
peptidiques s61ectionnees a partir du dit polypeptide 
Sm-D presentent un int6rgt particulier pour la detection 
du LED. La demanderesse a remarque que certains peptides 

15 issus du polypeptide Sm-D sont reconnus de maniere tout 

a fait specifique par des anticorps presents chez les 
sujets atteint de LED, Lesdits peptides n'etant pas 
reconnus par les anticorps presents chez les patients 
atteints de maladies autoimmunes autres que le LED. 

20 Ces observations montrent I'interet de ces 

peptides pour le diagnostic in vitrg du LED. 

La figure 1 represente la sequence 
peptidique du polypeptide Sm-D. Les correspondances 
entre les acides amines et leur code a une lettre sont 

25 les suivantes : 



A 


alanine 


C 


cysteine 


D 


acide aspartique 


E 


acide glutamique 


F 


phenylalanine 


6 


glycine 


H 


histidine 


I 


isoleucine 


K 


lysine 


L 


leucine 


M 


methionine 
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N 


asparagine 


P 


proline 


Q 


glutamine 


R 


arginine 


s 


serine 


T 


threonine 


V 


valine 


W 


tryptophane 


Y 


tyrosine 



10 L' invention concerne des peptides comportant 

de 15 a 40 aminoacides, capables de reagir avec des 
anticoirps contre le polypeptide Sm-D present dans un 
echantillon biologique d*un sujet atteint de Lupus 
Erythemateux Dissemine, ces peptides correspondant a une 
15 partie de la sequence du polypeptide Sm-D ou a une 

variante de cette sequence. 

Des peptides preferes selon 1' invention sont 
const itues par tout ou partie ou une variante d'une des 
s6c[uences de formules : 
20 XMKLVRFLMKLSHETVTIELKZ (I) 

XIELKNGTQVHGTITGVDVSZ (II) 
XDVSMNTHLKAVKMTLKNREZ (III) 
XKMTLKNREP VQLETLS IRGNRIRYZ ( IV) 

XRIRYFILPDSLPLDTIRVDVEZ (V) 
25 XDTIRVDVEPKVKSKKREAVAZ (VI) 

XGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRRZ ( VII ) 

Dans les fo3nnules precedentes : 

- les groupes X representent , soit un 
groupe NH2 libre ou amide par un ou deux groupes 

30 alcoyles coraprenant de 1 a 5 atomes de carbone, soit un 

groupe peptidique comprenant de 1 a 5 aminoacides, dont 
I'aminoacide N-terminal presente lui meme un groupe NH2 
libre ou amide comme precedemment , et 

- les groupes Z representent^ soit un groupe 
35 OH libre ou alcoxyle et contenant alors un groupe 

alcoyle comprenant de 1 a 5 atomes de carbone^ soit un 
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groupe peptidique de 1 a 5 aminoacides , dont 
I'aminoacide C-terminal presente un groupe OH libre ou 
alcoxyle comme pr6c§deniment . 

Les groupes peptidiques de 1 a 5 
aminoacides, eventuellement contenus dans X et/ou Z sont 
tels que leur presence ne modifie pas essentiellement 
les proprietes immunologiques , le cas echeant 
immunogenes, des peptides qui en sont depourvus, mais 

peut les accroitre. 

Des peptides pref6res selon 1' invention sont 
les peptides repondant aux sequences de formules (I), 
(II), (III), <IV), (V), (VI) et (VII) dans lesquelles X 
repr^sente un groupe NH2 et Z represente un groupe OH 
ou, dans la mesure oix les propri^tis immunologiques du 
peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modifiees 
mais Eventuellement augment6es, X' et Z representent 
chacun un groupe de 1 4 5 aminoacides. 

Le peptide I r6pondant d la formule (I) dans 
laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe OH 
' libre, correspond aux residus 1 i 20 du polypeptide Sm-D 
represente a la figure 1. 

Des peptides prefer6s repondant d la formule 

(I) dans laquelle Z represente un groupe de 1 d 5 
aminoacides sont, le peptide I prolong^ a son extremity 
C-terminale par les 1 a 5 aminoacides correspondants 
dans le polypeptide Sm-D de la figure 1. Ainsi, Z est 
avantageuseraent choisi parmi les groupes de 1 a 5 
aminoacides suivants : N, NG, NGT, NGTQ, NGTQV. 

Le peptide II repondant a la formule (II) 
dans laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe 
OH libre, correspond aux residus 17 a 35 du polypeptide 
Sm-D represents a la figure 1. 

Des peptides prfeferes repondant d la formule 

(II) dans laquelle X et Z representent chacun un groupe 
peptidique de 1 a 5 aminoacides sont, le peptide II 
prolonge de part et d' autre par les 1 a 5 aminoacides 
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correspondants dans le polypeptide Sm-D de la figure 1, 
Ainsi X est avantageusement choisi parmi les groupes de 
1^5 aminoacides suivants : T, VT, TVT, ETVT, HETVT; 

et Z est avantageusement choisi parmi les 
5 groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : M,- MN, MNT, 

MNTH^ MNTHL. 

Le peptide III repondant A la formule (III) 
dans laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe 
OH libre, correspond aux residus 33 d 51 du polypeptide 
10 Sm-D represents a la figure 1. 

Des peptides prefer6s repondant d la formule 

(III) dans laquelle X et Z representent chacun un groupe 
de 1 a 5 aminoacides sont, le peptide III prolonge de 
part et d' autre par les 1 a 5 aminoacides correspondants 

15 dans le polypeptide Sm-D de la figure 1, Ainsi X est 

avantageusement choisi parmi les groupes de 1 d 5 
aminoacides suivants : V, GV, TGV, ITGV, TITGV; 

et Z est avantageusement choisi parmi les 
groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : P, PV, PVQ, 

20 PVQL, PVQLE, 

Le peptide IV repondant d la formule (IV) 
dans laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe 
OH libre, correspond aux residus 44 a 67 du polypeptide 
Sm-D reprfesente A la figure 1 . 
25 Des peptides preferes repondant a la formule 

(IV) dans laquelle X et Z representent chacun un groupe 
de 1 a 5 aminoacides sont, le peptide IV prolonge de 
part et d' autre par les 1^5 aminoacides correspondants 
dans le polypeptide Sm-D de la figure 1. Ainsi X est 

30 avantageusement choisi parmi les groupes de 1 a 5 

aminoacides suivants : V, AV, KAV, LKAV, HLKAV; 

et Z est avantageusement choisi parmi les 
groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : F, FI, FIL, 
FILP, FILPD. 

35 Le peptide V repondant a la formule (V) dans 

laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe OH 
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libre, correspond aux r6sidus 64 d 84 du polypeptide Sm- 
D repr6sent6 a la figure 1. 

Des peptides pref6r§s r6pondant d la formule 

(V) dans laquelle X et Z repr6sentent chacun un groupe 
de 1 ^ 5 aminoacides sent, le peptide V prolonge de part 
et d' autre par les 1 a 5 aminoacides correspondants dans 
le polypeptide Sm-D de la figure 1. Ainsi X est 
avantageusement choisi parmi les groupes de 1 a 5 
aminoacides suivants. : GN, RGN, IRON, SIRGN; 

et Z est avantageusement choisi parmi les 
groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : P, PK, PKV, 
PKVK, PKVKS. 

Le peptide VI r^pondant a la formule (VI) 
dans laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe 
OH libre, correspond aux residus 77 a 96 du polypeptide 
Sm-D represents i la figure 1. 

Des peptides pref6r6s repondant d la formule 

(VI) dans laquelle X et Z representent chacun un groupe 
de 1 4 5 aminoacides sont, le peptide VI prolong^ de 
part et d' autre par les 1 a 5 aminoacides correspondants 
dans le polypeptide Sm-D de la figure 1. Ainsi X est 
avantageusement choisi parmi les groupes de 1 a 5 
aminoacides suivants :L, PL, LPL, SLPL, DSLPL; 

et Z est avantageusement choisi parmi les 
groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : G, GR, GRG, 
GRGR, GRGRG, 

Le peptide VII repondant a la formule (VII) 
dans laquelle X est un groupe NH2 libre et X un groupe 
OH libre, correspond aux rSsidus 97 ^ 119 du polypeptide 
Sm-D represents d la figure 1. 

Des peptides pr6fer6s rSpondant ^ la formule 

(VII) dans laquelle X represente un groupe de 1 a 5 
aminoacides sont, le peptide VII prolongs d sont 
extremite N-terminale par les 1 a 5 aminoacides 
correspondants dans le polypeptide Sm-D de la figure 1. 
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Ainsi X est avantageusement choisi parmi les groupes de 

1^5 cLininoacides suivants : A, VA, AVA, EAVA, REAVA. ^ 

On entend par variantes, les sequences des 
peptides precites modifiees par insertion et/ou deletion 
5 et/ou substitution d'un ou plusieurs aminoacides/ pour 

autant que les propri6t6s antig6niques ou immunogfenes 
desdites sequences ne s'en trouvent pas modifiees; on 
peut notamment utiliser une partie des peptides 
precedemment d^crit dans la mesure ou cette sequence de 
10 plus petite taille conserve les proprietes 

iinmunologiques^ le cas echeant immunog^nes, vis a vis 
des anticorps reagissant avec le polypeptide Sm-D. 

On entend aussi par variantes les sfecjuences 
dans lesquelles la liaison peptidique (-CO-NH-) est 
15 remplacee par les structures -C0-N(CH3)", -CH2-CH2-f - 

CO-CH2-/ ou encore, les sequences dans lesc[uelles le 
squelette peptidique presente un ou plusieurs groupes 
intercales tels que les groupes -CH2-r -NH-,. -0-. La 
prfesente invention englobe egalement les peptides dans 
20 lesquels les aminoacides presentant un carbone 

asymetrique sont sous forme D ou L. 

L' invention concerne egalement les conjugues 
obtenus par couplage des peptides de 1* invention avec 
des molecules porteuses eventuellement physiologiquement 
25 acceptables et non toxiques; a titre de molecules 

porteuses on peut citer des prot6ines naturelles comme 
I'anatoxine tetanique, I'albumine ou des serums 
albumines . 

Les peptides de 1* invention possedent des 
30 proprietes antigeniques et peuvent done etre utilises 

dans des procedes de diagnostic pour la determination ou 
le suivi de patients atteints de LED, L' invention 
concerne done egalement les compositions contenant les 
peptides precedents ou un melange de ces peptides ou 
35 encore ces peptides conjugues d une molecule porteuse, 

et susceptibles d'etre reconnus par les autoanticorps 
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presents dans le serum ou tout autre fluide biologique 
de patients atteints de LED. La detection du complexe 
peptide-anticorps vitro est effectuee par des tests 
immunoenzymatiques du type ELISA, d' immunofluorescence, 

5 radioimmunologiques ou de radioimmunopr6cipitation, ou 

d'immunotransfert (Immunoblot ou de dot -blot) . 

Pour la mise en oeuvre de ces tests, 
1' invention concerne les peptides froids non marqu6s ou 
marqu6s a I'aide d'un marqueur ad6quat qui peut etre de 

10 la biotine ou ses derives, une enzyme comme la 

peroxydase, un marqueur fluorescent comme la 
f luoresc^ine, un marqueur radiactif, etc... 

De tels tests comprennent par exemple les 

Stapes suivantes : 
15 - dep6t d'une quantity determin6e d'une 

composition contenant un peptide ou un conjugue d'un 
peptide selon 1' invention, dans les puits d'une plaque 
de microtitration ou sur un autre support tel que des 
billes ou des membranes de nitrocellulose, par exemple, 
20 - d4p6t dans les puits du liquide biologique 

A tester ou incubation de celui-ci avec les billes ou la 
membrane, en presence d' agents saturant ou apres 
saturation prealable des supports actives, 

apr6s incubation et rincage des 
25 microplaques ou des billes, dep6t dans les puits ou 

incubation avec les billes d'un systeme de r§v§lation du 
complexe peptide-anticorps eventuellement forme. 

Dans un autre mode de realisation de ce type 
de test, on met en oeuvre un melange de peptides 
30 reconnaissant d'une part des anticorps presents dans le 

s6rum de patients atteints de LED et d' autre part des 
anticorps presents dans des s6rums de patients atteints 
d'une autre maladie autoimmune. 

L' invention concerne encore les anticorps 
35 formes centre les peptides de 1' invention. Anticorps qui 

peuvent gtre polyclonaux, ou monoclonaux et produits 
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alors par tout hybridome prepar§ selon les methodes 
classiques de fusion cellulaire entre des cellules 
spleniques activees in vitro par I'antigene ou provenant 
d'un animal immunise centre I'un des peptides de 
5 1' invention et des cellules d'une lignee de cellule 

my61omateuse . 

En raison de la specificite des peptides de 
1' invention vis a vis des anticorps des patients 
attaints de LED, les anticorps prepares a partir de ces 
10 peptides constituent des sondes 6galement tres 

specif iques de I'antigene Sm-D du LED. 

Par ailleurs, les anticorps formes centre 
les peptides de 1* invention et les autoanticorps des 
patients r6agissant avec lesdits peptides et obtenus 
15 apres chromatographie d'af finite peuvent etre utilises 

pour preparer des anticorps anti-idiotypes constituant 
en partie une copie exacte du peptide antig^nique 
initial et done capable de se lier aux autoanticorps 
observes chez les patients atteints de LED. 
20 La presente invention concerne done ces 

anticorps anti-idiotypes et les compositions les 
contenant ainsi que leur application pour le diagnostic 
in vitro chez I'homme de la presence d' autoanticorps 
observes dans le cas de LED. 
25 L' invention concerne enfin des compositions 

immunogenes pour la production de vaccins dont le 
prineipe actif est constitue par au moins un peptide ou 
un anticorps anti-idiotype selon 1' invention, 
eventuellement eonjugue d une molecule porteuse, 
30 induisant la production d' anticorps centre lesdits 

peptides et qui sent capables d'interferer avec la 
pathologie et/ou les manifestations cliniques du LED. 
Les compositions pharmaceutiques selon 1' invention, 
utilisables comme vaccin sont constituees par des 
35 solutions ou suspensions injectables ou administrables 

par d'autres voies pouvant etre administrees a des 
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doses situees entre 10 Jig/Kg et 100 mg/Kg de peptide 
selon 1' invention* 

D'autres caractferistiques et avantages de 
1' invention apparaltront a la lecture des exemples qui 
5 suivent et qui sont illustr^s par les figures en annexe^ 

6tant entendu que ces exemples ne sauraient etre 
interpr^tes comitie tendant ^ reduire la portee des 
revendications . 

10 EXEMPLE 1 

<:^Y T^ TpF..qK, PORTF TrATTON F.T CARACTERIS AT ION 
nF.q PFPTTDES 

Les peptides selon 1* invention peuvent etre 

15 prepares par les techniques classiques de synthese 

peptidique en phase solide, soit par condensation 
successive des r6sidus d'acides amines dans I'ordre 
requiSf soit par condensation des r^sidus d'acides 
amines sur un fragment prealablement forme et contenant 

20 deja plusieurs aminoacides dans I'ordre appropri6 ou 

encore par condensation de plusieurs fragments 
prealablement prepares, en prenant soin de proteger au 
prealable toutes les fonctions reactives portees par les 
r§sidus d'acides amines ou les fragments, exceptees les 

25 fonctions amine et carboxyle engagees dans la liaison 

peptidique formee lors de la condensation. 

Selon un mode de preparation prefere des 
peptides de 1' invention, on utilise une resine PAM; la 
fonction amine de I'acide amin6 ajoute est protegee par 

30 un groupe terbutyloxycarbonyle (Boc) , les chalnes 

laterales des acides amines trif onctionnels sont 
protegees par exemple par les groupes suivants : le 
cyclohexyle pour I'acide glutamique et I'acide 
aspartique, le benzyle pour la threonine et la serine, 

35 le 2-chloroben2yloxycarbonyle pour la lysine, le 2,6- 

dichlorobenzyle pour la tyrosine, le p-toluenesulf onyle 
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pour I'arginine et I'histidine. La methionine est 
introduite sous forme de terbutyloxycarbonyle (O) 
sulfoxyde methionine qui est r§duite en methionine lors 
du clivage final du peptide de la resine par action de 
I'acide f luorhydrique anhydre. Les bocs acides amines 
sont couples sous forme d' ester de benzotriazole sauf 
Boc histidine qui est introduit sous forme d' anhydre 
symetrique . 

Le temps de couplage total est d' environ 45 
minutes; un test d la ninhydrine est utilise pour 
verifier la bonne realisation du couplage lequel/ si 
n^cessairef peut Stre do\ibl§. 

A la fin de la synthase et aprfes la derniere 
etape de d^protection, la resine est lav6e et s6chee. 
Selon la presence ou 1' absence de (O) methionine dans la 
sequence un traitement fort ou . faible a I'acide 
fluorydrique est utilise pour la d^protection et le 
clivage du peptide de la resine. 

Apres lyophilisation le produit brut est 
dissout dans I'acide acetique 10 % et purifie par 
chromatographie moyenne pression. Les peptides sont 
alors caract^rises par chromatographie en phase liquide 
a haute pression ainsi que par 1' analyse de leur 
composition en aminoacides par spectrometrie de masse. 

EXEMPLE 2 

ETUDES SEROLOGTOUES 
1 - Materials 

a - 165 patients atteints d'un lupus 
erythemateux dissemin^ (LED) actif ont §te testes et 
compares a ceux de 32 patients atteints de Sclerodermi 
(Scl) / de 14 patients atteints de maladie mixte du tissu 
connectif (MTCD) ^ de 2 atteints de Polymyosites de 13 
patients atteints de Sarcoidose/ de 5 patients atteints 
du syndrome de Sjogren^ de 35 patients atteints 
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d'arthrite rhumatoide (RA) et de 8 6 patients atteints 
d'arthrite chronique juvenile (JCA) . 

b - 53 s6rums de volontaires sains ont ete 
utilises comme t^moins. 
5 c - 18 scrums humains et 5 anticorps 

monoclonaux de souris reconnaissant en immunoblot les 
bandes de l*antigene Sm ont egalement 6te utilises. Ces 
5 anticorps proviennent respectivement du clone H12 6 
(decrit par Reuter et Liihrmann.en 1986) r6agissant avec 
10 les bandes B', B et D, du clone Y12 (decrit par 

Pettersson et al . en 1984} reagissant avec les bandes 
B', B, D et E, du clone H57 (decrit par R. Liihrmann) 
reagissant avec les bandes Bl et B, et des clones 2-73 
(anti-Ul RNP) et 7-13 (anti-Sm) (decrits par Billings et 
15 al. en 1982 et 1985) qui lient le polypeptide D. 

d - les peptides I, II, III, IV, V, VI et 
VII ont ete synthetis^s selon la technique decrite a 
I'exemple I, leur degre de purete est d'au mo ins 85 %. 

2^ Methode 

20 La reaction inimunologic[ue entre les peptides 

I, II, III, IV, V, VI et VII et les anticorps des 
differents serums a ete mesuree par ELISA selon le 
protocole suivant : 

- 1 d 2 JIM de chaque peptide dilue dans une 
25 solution 0,05 M de tampon carbonate a pH 9,6 sent 

deposes dans les puits d'une plaque de microtitration, a 
une temperature de 37° Celsius; les plaques sont alors 
misent a incuber 1 heure a 37** Celsius avec une solution 
a lOmg/ml de serum albumine bovine (BSA) en tampon PBS 
30 pH 7,4 contenant 0,05 % de Tween 20 (PBS-T-BSA) ; 

- apres trois lavages avec le tampon PBS-T, 
le serum du patient dilue au 1/1000 dans le tampon PBS- 
T-BSA, est ajoute dans les puits et laisse incuber 1 
heure d 37** Celsius; 

35 - apres plusieurs lavages, la reaction est 

d^tectee par incubations successives d|une heure ^ 37** 
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20 



25 



30 



35 



Celsius avec un conjugu6 de biotine sp6cifique de I'IgG 
humaine^ puis avec un conjugue streptavidine marque d la 
peroxydase egalement pendant 1 heure a 37'' Celsius. 

La revelation de la reaction enzymatique est 
effectuee par addition d'un substrat de la peroxydase 
tel que le 2,2' -azinobis (3-ethylbenzthiazoline 
sulfonate) (ABTS) pendant une heure a 37** Celsius. La 
valeur de la densite optique (DO) est mesur6e au 
spectrophotometre a 405 nm. La revelation peut egalement 
se faire en une seule 6tape apres incubation du serum en 
ajoutant un conjugue anti IGg humaine marque a la 
peroxydase (30 mn d 37^ Celsius) puis le substrat (TMB 
3, 3', 5' tetra methyl benzidine) pour 15 mn a 37"* 
Celsius) . La reaction est bloquee par addition d'HCl 2M 
15 et la DO est lue a 450 nm. 

Afin de determiner le seuil de positivite du 
test^ une serie de 53 serums d'individus en bonne sante, 
dilues au 1/1000 ont ete testes avec 1 uM et 2 uM des 
peptides I et IV disposes dans les puits de 
microplaques; I'absorption moyenne a 405 nm est de 0,10 
avec une deviation standard de 0,084. Un serum est done 
considere comme positif lorsque la valeur de sa DO est 
superieure a la moyenne additionnee de deux fois la 
deviation standard, c'est-a-dire 0,3 unite de DO. 

En utilisant ce seuil, 1,8 % des serums 
d'individus normaux ont ete trouves positif s avec les 
deux peptides (Figure 2) . En mettant le seuil a DO 
moyenne plus 5 deviations standards le test devient 
totalement specif ique pour le LED. 



2^ EtlLdaS — L8 serums de patipni-<. 

reconnaissant la bandP d en TmmimnHlQ^ 

Parmi ces serums, 12 soit 67 %, ont reagi 
avec le peptide I (DO comprise entre 0,30 et 0,81; 
valeur moyenne de la DO 0,47 et valeur de la deviation 
standard 0,15), 16 soit 89 %, ont reagi avec le peptide 
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IV (DO comprise entre 0,30 et 1,20; valeur moyenne de la 
DO 0,57 et valeur de la deviation standard 0,25) et 6 
soit 33 %, ont r6agi avec le peptide VII (DO comprise 
entre 0,30 et 0,73; valeur moyenne de la DO 0,4 6 et 

5 valeur de la deviation standard 0,16) . 

Tous les serums ayant reagi avec le peptide 
I et/ou le peptide VII ont egalement reagi avec le 
peptide IV. Aucun des serums n'a r6agi avec les peptides 
II, III, V et VI. 

IQ II apparalt done que la majeure partie des 

serums r6agissant en immunoblot avec la bande D peuvent 
etre identifies par leur reaction en ELISA avec le seul 
peptide IV. 

En outre, les cinq anticorps monoclonaux de 
15 souris r6agissant en immunoblot avec certaines des 

bandes de I'antigene Sm ont ete testes avec les peptides 

I, II, III, IV, V, VI et VII. 

Les anticorps des clones 2-73 et 7-13 ont 
reagi avec avec le peptide VII en ELISA. Les trois 
20 autres anticorps n'ont reagi avec aucun des sept 

peptides . 

4> F.tude dpy^ sp-rum.q d^g patients atteints de. 
LED et d' ant res y pa ladies rhumatioues 

25 Parmi les 165 patients atteints de LED, 59 % 

possedent des anticorps pouvant reagir avec le peptide I 
(valeur de la DO comprise entre 0,30 et 1,67; valeur 
moyenne de la DO 0,77), 37 % d'entre eux possedent des 
anticorps reagissant avec le peptide IV (valeur de la DO 

30 comprise entre 0,30 et 0,58; valeur moyenne de la DO 

0,58), deux ser\ims hors des 165 testes ont reagi avec le 
peptide VII, et aucun s6rum n'a reagi avec les peptides 

II, III, V et VI (Figure 2, tableau I) . 

Les peptides I et IV sont rarement reconnus 
35 par les anticorps des scrums de patients atteints d'une 

autre maladie rhumatismale que le LED. 6 % des serums de 



wo 91/18920 Ig PCT/FR91/00445 



patients attaints de RA ont r6agi avec I'un des peptides 
I {valeur de la DO comprise entre 0,30 et 0,39) et IV 
(valeur de la DO comprise entre 0,30 et 0,41). Seulement 
6 % des serums de patients atteints de Scl ont reagi 
5 avec le peptide I (valeur de la DO comprise entre 0,30 

et 0,35) et aucun avec le peptide IV. 

Les resultats concernant les peptides I et 
IV sont rapportes dans le tableau I ci-dessous. Les 
serums des patients ont ete dilues au 1/1000 et mis en 

10 contact avec 1 uM du peptide I et 2 uM du peptide IV 

adsorb6s sur une plaque de microtitration. Les valeurs 
sont exprimees en pourcentage de serums positifs par 
rapport au nombre total de serums testes. Un serum est 
consider^ positif lorsque la valeur de la DO est 

15 superieure ou egale a 0,3 (ce qui correspond a la valeur 

moyenne de la DO pour les 53 serums d'individus en bonne 
sant6 ajoute de de deux fois la deviation standard) 
aprfes une heure d' incubation de I'anti-IgG humaine 
conjugu6 a 1' enzyme avec le substrat de ladite enzyme. 

20 

TABLEAU I 



type de serum nombre de seriims peptide I peptide IV 



LED 


165 


58,8 % 


37,0 


Scl 


32 


6,3 


0 


MCTD 


14 


0 


0 


Polmyosite 


2 


0 


0 


Sarcoldose 


13 


0 


0 


Syndrome de S jfigren 


5 


0 


0 


RA 


35 


5,7 


5,7 


JCA 


86 


1.2 


1,2 


Normal 


53 


1,8 


1,8 



35 
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Ces resultats sont §galement rapportes a la 
figure 2 en annexe selon une autre presentation. 

Dans la mesure ou tous les s6rums positifs 
avec le peptide IV sont egalement positifs avec le 
5 peptide I en ELISA^ 1 'utilisation du peptide I en ELISA 

permet d' identifier environ 60 % des s6rtims de patients 
atteints de Lupus Erythemateux Disseinin6» La figure 3 en 
annexe montre la liaison des autoanticorps presents dans 
le serum de patients atteints de LED avec les peptides I 
10 et IV. 

EXEMPLE 3 

PREPARATION ET ETUDE D' ANTISERUMS OBTENUS 
15 CHEZ LE LAP IN 

1^ Preparation des antiserums 
Des antiserums contre les peptides I, II, 
III, IV, V, VI et VII sont obtenus chez le lapin, A 
chaque injection le lapin recoit 100 ug de peptide dans 
20 une solution saline en presence de 1' adjuvant de Freund 

(V/V) . Des series d' injections sous cutanes sont 
administrees deux fois par mois pendant quatre mois en 
utilisant deux lapins par peptide. 

Apres trois injections, le sang des lapins 
25 est regulierement pr§leve une semaine apres chaque 

injection et le taux d'anticorps seriques est mesure en 
ELISA. 

2\ Methode 

30 La liaison des anticorps de lapin avec les 7 

peptides est mesur6e en ELISA selon une mfethode 
identique a celle decrite pr§c§demment (voir EXEMPLE II 
point 2), excepte en ce qui concerne la reaction 
immunologique qui est revelee par addition d'anti- 

35 immunoglobulines de lapin preparees chez la ch^vre et 

conjuguees a de la peroxydase. 
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En outre, pour tester les anticorps 
monoclonaux, les surnageants des cultures d'hybridomes 
sont dilues au 1/50 dans un tampon PBS-T-BSA et mis en 
contact avec les peptides. La reaction est rev616e par 
5 addition successive d'anti-immunoglobulines de souris 

pr6par6es chez le lapin et d'anti-immunoglobulines de 
lapin preparees chez la chevre et conjuguees a la 
peroxydase comme precedemment . 

10 Resultats 

Une forte r§ponse est obtenue pour les 
peptides 1/ Ilf III, IV, V et VI apres trois injections 
aux lapins (la valeur de la DO d 405 nm est superieure a 
2,0 apr^s 60 minutes d' incubation du substrat avec les 
15 antiserums dilues au 1/5000 et 1/10000. 

Ces r^sultats indiquent que I'incapacite des 
peptides II, III, V et VI d r6agir avec le serum des 
patients, voir tableau I ci-dessus, n'est pas due a une 
mauvaise adsorption de ces peptides sur la plaque ELISA. 
20 Seul le peptide VII donne une r^ponse plus moderee chez 

les lapins (la valeur de la DO est de 2,0 apres 60 
minutes d' incubation avec les antiserums dilues au 1/250 
et 1/500) . Cette reactivite relativement faible de 
1' antiserum avec le peptide VII n'est pas due a une 
25 mauvaise adsorption du peptide sur la plaque ELISA 

puisque les anticorps monoclonaux 2-73 et 7-13 ont reagi 
fortement avec ce peptide, (voir EXEMPLE II point 3) • 
EXEMPLE IV 



30 ETUDE DE LA CORRELA TION ENTRE LED ANTICORPS 

ANTT-ADN ET LES A NTICORPS CQNTRE LES PEPTIDES DU 

POLYPEPTIDE P 

Les serums des patients atteints de LED ont 
egalement ete testes pour determiner la presence 
35 d* anticorps reagissant en ELISA avec de I'ADN natifs 

double brin. Aucune correlation n'a ete mise en evidence 
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entre la presence d'anticorps anti-ADN et la presence 
d'anticorps reagissant avec les peptides I ou IV, 

EXEMPLE V 

5 

PREDTCTTQN PES SITES ANTIGENIQUES DE 
T.^AMTTaENE Sm-P 

La methode mise en oeuvre utilise des 
algorithmes bases sur certains parainStres comme 
10 1 'hydrophilie et la mobility de courts segments de la 

structure primaire des prot6ines (Van Regenmortel et 
Daney de Marcillac, 1988) . 

De maniere surprenante les rfesultats obtenus 
n'indiquent pas que le peptide 1/ s'etendant des residus 
15 1 a 20 du polypeptide Sm-D^ comprend un epitope 

determinant du polypeptide. Ces resultat sont rapportes 

a la figure 4. 

Les legendes des figures illustrant la 
description qui pr6c§dent sont les suivantes : 
20 - La figure 1 represente la sequence deduite 

du polypeptide Sm-D selon le c-DNA. 

- La figure 2 represente la liaison en ELISA 
des peptides I et IV. L'activite des IgG anti-peptide 
est mesuree sur 53 serums de sujets en bonne sante 

25 (NHS), 165 serums de patients atteints de Lupus 

Erythemateux dissfemine (LED) , 32 scrums de patients 
atteints de Sclerodermie (Scl) et 35 serums de patients 
atteints d'Arthrite Rhumatoxde (RA) . Tous les serums ont 
ete dilues au 1/1000 et le niveau d'anticorps est 

30 exprime en unite de density optique (OD) a 405 nm apres 

hydrolyse du substrat pendant 60 minutes. 

- La figure 3 represente la liaison en ELISA 
de 6 serums de patients atteints de Lupus Erythemateux 
dissemine (I, n, S, m , r, S) , et de 1 s§rum de sujet en 

35 bonne sant6 (U) , avec le peptide I (cadres A et C) et le 

peptide IV (cadres B et D) . En A et B, les serums sont 
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dilu6s au 1/1000 et mis en contact avec diverses 
concentrations du peptide I; en B et D, diverses 
concentrations des serums sont mises en contact 
respectivement avec 1 et 2 HM des peptides I et IV, 
5 - La figure 4 repr6sente les profiles de 

prediction antigfenique du polypeptide Sm-D construits 
selon les 6chelles suivantes : 

. en A : selon Parker et al. (1986), 
. en B : selon Hopp et Woods ..(1981), 

10 . en C : selon Karplus et Schultz (1985), 

ces echelles ont ete normalisees selon Van 
Regenmortel et Daney de Marcillac (1988) . Les graphiques 
sont traces entre le quatrieme residu et le residu n-3 . 
Les epitopes reconnus par les anticorps des patients 

15 atteints de LED sont representfes en trait epais . 

L* ensemble des r6sultats enonces dans les 
exemples precedents indique clairement que les peptides 
issus de I'antigene Sm-D sont particulierement utiles 
pour la mise en oeuvre d'un test de diagnostic 

20 quantitatif d'une grande sensibility du LED. 

Les observations recueillies sur le peptide 
I montrent que 5 9% des patients atteints de LED 
possedent des anticorps du type IgG reconnaissant le 
peptide, alors que 6% des serums de patients atteints 

25 d'une autre maladie autoimmune et moins de 4 % des 

serums de sujets normaux r^agissent avec le peptide I en 
ELISA. Le peptide I, eventuellement utilise avec le 
peptide IV, constitue done une sonde particulierement 
efficace pour le diagnostic du Lupus Erythemateux 

30 Dissemine. 

Ce pourcentage de pr6s de 60% est superieur 
a ce qui a 6t6 decrit anterieurement avec des proteines 
purif iees . 
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REVElTDTrATTOTI.q 

1 - Peptide comportant entre 15 et 40 
aminoacides capable de reagir avec des anticorps contre 

5 le polypeptide Sm-D presents dans un echantillon 

biologique d*xin sujet atteint de Lupus Erythemateux 
Dissemin6f ce peptide correspondant a une partie de la 
sequence du polypeptide Sm-D. 

2 - Peptide selon la revendication 1, 
10 caracteris6 en ce qu*il est constitue par tout ou partie 

ou une variante d'une des sequences de formules : 
XMKLVRFLMKLSHETVTIELKZ ( I ) 

XIELKNGTQVHGTITGVDVSZ (II) 
XD VSMNTHLKAVKMTLKNRE Z (III) 
15 XKMTLKNREPVQLETLSIRGNRIRYZ (IV) 

XRIRYFILPDSLPLDTIRVDVEZ (V) 
XDTIRVDVEPKVKSKKREAVAZ (VI) 
XGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRRZ ( VII ) 

dans lesquelles : 
20 - les groupes X represent ent soit un groupe 

NH2 libre ou amide par un ou deux groupes alcoyles 
comprenant de 1 a 5 atomes de carbone soit, dans la 
mesure ou les proprietes iimnunologiques du peptide ne 
s'en trouvent pas essentiellement modifiees mais 
25 §ventuellement augment^es, un groupe peptidique 

comprenant de 1 a 5 aminoacides / dont I'aminoacide N- 
terminal presente lui meme un groupe NH2 libre ou amide 

corame precedemment/ et 

- les groupes Z repr6sentent soit un groupe 

30 OH libre ou alcoxyle et contenant alors un groupe 

alcoyle comprenant de 1 a 5 atomes de carbone soit, dans 
la mesure ou les propriet6s immunologiques du peptide ne 
s'en trouvent pas essentiellement modifiees mais 
^ventuellement augmentees, un groupe peptidique 

35 comprenant de 1 a 5 aminoacides, dont I'aminoacide C- 
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terminal presente un groupe OH libre ou alcoxyle comine 
prec6deminent . 

3 - Peptide selon I'une des revendications 1 
ou 2f caracterise en ce qu*il est const itue par tout ou 

5 partie ou une variante de la sequence de formule : 

XMKLVRFLMKLSHETVTIELKZ (I) 
dans laquelle, X represent e un groupe NH2 
libre^ et Z represente soit un groupe OH libre soit^ 
dans la mesure ou les propri6t6s immunologiques du 
10 peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modifiees 

mais eventuellement augmentees, un groupe peptidique 
choisi parmi les groupes de 1 a 5 aminoacides 
suivants : NG, NGT, NGTQ, NGTQV. 

4 - Peptide selon I'une quelconque des 
15 revendications 1 ou 2, caract6ris6 en ce qu'il est 

constitue par tout ou partie ou une variante de la 
sequence de formule : 

XIELKNGTQVHGTITGVDVSZ (II) 

dans laquelle^ X represente soit iin groupe 

20 NH2 libre soit, dans la mesure ou les propri6t6s 

immunologiques du peptide ne s'en trouvent pas 
essentiellement modifiees mais eventuellement 
augment^es, un groupe peptidique choisi parmi les 
groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : T, VT, TVT, 

25 ETVT^ HETVT; 

et Z represente soit un groupe OH libre 
soit, dans la mesure ou les propriet6s immunologiques du 
peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modifiees 
mais eventuellement augment6es, un groupe peptidique 
30 choisi parmi les groupes de 1 d 5 aminoacides 

suivants : MN, MNT, MNTH, MNTHL. 

5 - Peptide selon I'une quelconcjue des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est 
constitue par tout ou partie ou une variante de la 

35 sequence de formule : 

XD VSMNTHLKAVKMTLKNRE Z (III) 
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dans laquelle, X representee soit un groupe 
NH2 libre soit, dans la mesure ou les proprietes 
iitimunologiques du peptide ne s ' en trouvent pas 
essentiellement modifi6es mais eventuellement 
5 augmentees, un groupe peptidique choisi parmi les 

groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : V, GV, TGV, 
ITGV, TITGV; 

et Z represente, soit un groupe OH libre 
soit, dajis la mesure ou les proprietes iitimunologiques du 
10 peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modifiees 

mais eventuellement augmentees, un groupe peptidique 
choisi parmi les groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : 
P, PV, PVQ, PVQL, PVQLE. 

6 - Peptide selon I'une quelconque des 
15 revendications 1 ou 2, caracterisfe en ce qu'il est 

const itu6 par tout ou partie ou une variants de la 
sequence de formule : 

XKMTLKNREPVQLETLSIRGNRIRYZ { IV) 

dans laquelle X represente, soit un groupe 

20 NH2 libre soit, dans la mesure oxi les propri§t6s 

immunologiques du peptide ne s*en trouvent pas 
essentiellement modifi6es mais eventuellement 
augmentees, un groupe peptidique choisi parmi les 
groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : V, AV, KAV, 

25 LKAV, HLKAV; 

et Z represente, soit un groupe OH libre 
soit, dans la mesure oH les proprietes immunologiques du 
peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modififees 
mais Eventuellement augmentees, un groupe peptidique 
30 choisi parmi les groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : 

F, FX, FIL, FILP, FILED. 

7 - Peptide selon l*une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est 
constitu6 par tout ou partie ou une variante de la 

35 sequence de formule : 

XRIRYFILPDSLPLDTIRVDVEZ (V) 
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dans laquelle, X represents soit un groupe 
NH2 libra soit, dans la mesure ou les proprietes 
immunologiques du peptide ne s'en trouvent pas 
essentiellement modifi6es mais 6ventuellement 
5 augment^es, un groupe peptidique choisi parmi les 

groupes de 1 a 5 aminoacides suivants : N, GN^ RGN, 
IRGN, SIRGN; 

et Z represents soit un groupe OH libre 
soitr dans la mesure ou les propri6t6s immunologiques du 
10 peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modifiees 

mais eventuellement augmentees, un groupe peptidique 
choisi parmi les groupes de 1 ^ 5 aminoacides suivants : 
P, PK, PKV, PKVK, PKVKS. 

8 _ Peptide selon I'une quelconque des 
15 revendications 1 ou 2, caract§rise en ce qu'il est 

constitue par tout ou partie ou une variante de la 
sequence de formule : 

XDT IRVDVEPKVKSKKREAVAZ (VI ) 

dans laquelle X represents soit un groupe 

20 NH2 libre soit, dans la mesure ou les proprietes 

immunologiques du peptide ne s'en trouvent pas 
essentiellement modifiees mais eventuellement 
augmentees, un groupe peptidique choisi parmi les 
groupes de 1 4 5 aminoacides suivants :L, PL^ LPL, SLPL^ 

25 DSLPL; 

et Z represente soit un groupe OH libre 
soit, dans la mesure ou les proprietes immunologiques du 
peptide ne s'en trouvent pas essentiellement modifiees 
mais eventuellement augment6es, un groupe peptidique 
30 choisi parmi les groupes de 1 i 5 aminoacides 

suivants :G, GR, GRG, GRGR, GRGRG, 

9 - Peptide selon I'une quelconque des 

revendications 1 ou 2, caracteris6 en ce qu'il est 

constitue par tout ou partie ou une variante de la 

35 sequence de formule : 

XGRGRGRGRGRGRGRGRGRGGPRRZ (VI I ) 
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dans laquelle Z repr^sente un groupe OH, et 
X represente soit un groupe NH2 libre soit, dans la 
mesure ou les proprietes immunologiques du peptide ne 
s'en trouvent pas essentiellement modifiees mais 
5 eventuellement augmentSes, un groupe peptidique choisi 

parmi les groupes de 1 ^ 5 aminoacides suivants : A, VA, 
AVA, EAVA^ REAVA. 

10 - Anticorps dirig§s contre I'antigene Sm- 
D, caracterises en ce qu'ils sont reconnus par un ou 

10 plusieurs peptides selon I'une des revendications 1 a 9. 

11 - Anticorps anti-idiotypes formes contre 
un anticorps selon la revendication 10 caracterises en 

- ce qu'il reconnaisse, de maniere specif ique, les 
autoanticorps presents dans des fluides biologiques, 
15 notamment des servims, de patients atteints de Lupus 

Erythemateux Dissemine. 

12 - Composition antigfenique contenant un 
peptide selon I'une quelconque des revendication 1 i 9, 
caracterisee en ce qu'elle reagit immunologiquement avec 

20 les autoanticorps presents dans des fluides biologiques, 

notamment des serums, de patients atteints de Lupus 
Erythemateux Dissemine. 

13 - Composition immunogene contenant au 
moins un peptide selon I'une quelconque des 

25 revendications 1 a 9, ou un conjugue de ce peptide avec 

une molecule porteuse, caracterisee en ce qu'elle induit 
la production d' anticorps capables de reconnaltre 
I'antigene Sm-D. 

14 - Precede de diagnostic in vitro du Lupus 
30 Erythemateux Dissemine dans un fluide biologique, 

caracterise en ce cju'il comprend au moins les etapes 
suivantes : 

- la mise en contact de ce fluide biologique 
avec au moins un peptide selon I'une quelconque des 
35 revendications 1 a 9, ou un conjugue de ce peptide avec 

une molecule porteuse, ou encore un anticorps anti- 
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idiotype selon la revendication 11, dans des conditions 
permettant la formation d'un complexe immunologique; 

- la detection de la presence d'un complexe 
immunologique antigene-anticorps ou d'un complexe 

5 anticorps-anticorps anti-idiotype, par des methodes 

physiques ou chimiques, dans ledit fluide biologicjue. 

15 - Kit pour le diagnostic ±n vitro du 

Lupus Erythemateux Diss6min6, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend : 

10 - au moins un peptide selon I'une quelconque 

des revendications 1 a 9, ou un conjugue de ce peptide 
avec une molecule porteuser ou encore un anticorps anti- 
idiotype selon la revendication 11; 

- des reactifs pour la constitution d'un 
15 milieu propice a la reaction immunologique entre les 

peptides ou les anticorps ant i-idiotypes et les 
autoant icorps eventuellement presents dans un 
echantillon biologique; 

- un ou plusieurs reactifs eventuellement 
20 marques aptes a reagir avec le ou les peptides ou les 

anticorps anti-idiotype pour la detection du complexe 
immunologique forme; 

- le cas echeant, un milieu biologique de 
reference, tel qu'un serum d'un patient d'un sujet en 

25 bonne sante . 
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